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論 文 内 容 要 旨
レ トロウイルスの多 くは,ウ イルス発癌 を始め とする様 々な病態 を誘起 す ることが知 られてい る。その
発症 メカニズムは ウイルス側 の要 因,宿 主側の要因が複雑 に関与す る多様 な もので,様 々 な角度か ら疾病
の防除 に向 けた研 究が行 われている。 ウイルスの感染 ・増殖機構の解 明 も疾病 の防除に向 けたア プローチ
の1つ であ る。 ウイルスの感染 ・増殖機構 は,レ トロウイルス全般 に共通す る点 も多 く,1つ の ウイルス
の解析か ら得 られた研究結果 を他の ウイルス に応用 してい くこ とが可 能である。本研究で は,ま ず解析 が
比較的進んでいるマウス 白血病 ウイルス(Mudneleukemiavirus:MuLV)に関 して解析 を行い,次 に家畜
衛生分野で大 きな問題 となっているウシ白血病 ウイルス(Bovineleukemiavirus:BLV)への応用 を検討 し
た。 レ トロウイルスの感染 ・増殖機 構 には多 くの要因が 関与 しているが,本 研究で は感染の第1ス テ ップ
であ るウイルスEnvと受容体 に着 目して解析 を行 った。
マウス白血病 ウイルスに関する解析
MuLVは構造が単純であ ること,宿 主が実験動 物であるこ とな どか ら,解 析が比較的進 んでいる レ トロ
ウイルスである。MuLVは使用 する受容体 によって主 に4つ の グルー プに分類 されてい るが,本 研究 では
受容体がcationic㎜inoacidtrahsporter(mCAT-1)と同定 されているecotropicMuLV(Eco-MuLV)に関 し
て解析 を行 った。
レ トロウイルス のエ ンベ ロープ タ ンパ ク質(envelopeprotein:Env)は,表面糖 タ ンパ ク質(surface
glyc・P・tein・SU)と膜貫通 タンパ ク質(t・ansmemb・anep・・tein・TM)から成 ってお り;SUは 受容体への
結合 に,TMは ウイルス と細胞 との膜融合 に関与す るこ とが知 られている。本研究 では培養細胞 を用い た
実験系で,Eco-MuLV可溶性SUの 結合特性お よび受容体 に結合 した後のSUの 構造変化 の可能性 につい
て調べ る と共 に,.マウス個体 にお けるEco-MuLV受容体の発現 を調べ た。
培養細胞 を用 いた解析 には,可 溶性SUと して内在性Fv4「Envを発 現 しているC4Wマ ウスの血清 を用
いた。Fv4「SUは受容体 であ るmCAT-1特異的 に細胞 に結合 し,そ の結合 は37℃では1分 以 内に完了 し
た。細胞 のFv4SU結 合能はEco-MuLVに対す る感受性 とほぼ一致 したが,Eco-MuLV感染 に感受性 を示
す に も関わ らずSUの 結合 能を持 たない細 胞 もい くつか存在 した。 これは,ウ イルス感受性がSUと 受容
体 との一義的な結合 のみで決 まるものではない ことを示唆 している。
Fv4SUを結合 させた細胞 を,SUの 立体構造 を認識する と考 えられ るモ ノクローナル抗体(monoclonal
て
antibody:MAb)282で染色 した後,温 度 を変えてイ ンキュベー シ ョンした ところ,こ の抗体 は温度依存的
に細胞か ら脱離 するこ とが確 認 された。TMを 介 してSUを 発現 してい る細胞 ではMAb282の脱離は認め'
られ なかった ことか ら,抗 体 の脱離 はMAb282自体の特性 による もので はな く,受 容体 に結合 したSUが
温度依存的 に構造変化 を起 こした ことに よる もの と考 え られた。 ウイルスの侵入経路 には,pH依 存性侵
入経路(受 容体 に結合 したウイルス粒 子が受容体 と共 に細胞 内 に取 り込 まれ,エ ン ドソーム内の酸性環境
下でTMが 活 性化 されることによってウイルス と細胞 の膜融合が起 こる)とpH非 依存性侵入経路(受 容
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体 に結合 したSUの 構造変化 をきっかけと してTMの 活性化 が起 こり,細 胞表面で ウイルス と細胞の膜融
合が起 こる)の2つ があ り,Eco-MuLVは前者のpH依 存性侵入経路 を取 る。 これ ま.でにpH非 依存性侵
入経路 をとる ウイルスにおいてはSUの 構造変化が報告 されているが,pH依 存性侵入経路 をとる ウイル
スにおいてはSUの 構造変化 の報告 は無い。本研究 の結果か ら受容体結合後 のSUの 構造変化が,レ トロ
ウイルス全般 に共通す る現象である可能性が考 えられる。
マウス個体 におけるEco-MuLV受容体(mCAT-1)の発 現 は,バ キュロウイルス発 現系で作 製 したSU
を用 いて解析 した。本研究で は内在性SUと 区別す るため,Eco-MuLVの1種であ るFriend-MuLVのSU
をgreenfluorescentprotein(GFP)との融合 タンパ ク質(F-SU/GFP)として発現 させ,細 胞 への結 合 を
フローサイ トメ トリーで解析 した。内在性Eco-MuLVを持 たず,外 来性Eco-MuLV感染 に対 して感 受性
のBALB/cマ ウスにおいては,F-SU/GFPは胸腺 ・脾臓 ・骨髄 由来の どの細 胞群 にも結合 し,と りわ
け赤 芽球 のマーカーであるTERI19陽性 の骨髄細胞へ の結合 が顕著 であった。mCAT-1欠損 マ ウスでは,
赤血球 の発生後期 の段階 に異常が見 られ ることが報告 されてお り,そ のステージはmCAT-1の 高発現 の
ステージ と一致 していた。一方,短 期 間に顕著 な病変 を起 こすFriendウイルスpolycythemic株は,変 異
SUに よって赤血球前駆細 胞に発現す るerythropoietin受容体 を活性化 し異常増殖 を引 き起 こす とされてい
るが,erythropoietin陽性細胞群 にはmCAT-1の顕著 な高発現は見 られなかった。多 くのウイルスで は受容
体 の発現 と病態 は密接 に関係 してお り,受 容体 の発現量 と病態 との不一致は,Eco-MuLVの大 きな特徴 で
ある。
レ トロウイルス に感染 している細胞や内在性 ウイルスを持つ細胞で は,同 じ受容体 を使用す るウイルス
の重感染が 阻止 される現象(干 渉)が 知 られてい る。 この現象 は,細 胞で発現す るウイルスEnvが受容体
と相互作用 して外 来性 ウイルスの受容体への結合 を阻害す るために起 こると考 え られてい るが,内 在性 ウ
イルスを持つ動物個体 において も同様の メカニズムで干渉が起 こるのか については不明 な点が多い。本研
究では,内 在性Eco-MuLVEnvを発現 している2系 統のマ ウス,C4WとAKRに ついて外 来性SUの 結合
能 を調べ た。内在性Fy4「Eco-MuLVのEnvを発現 しジ外来性MuLV感 染 に抵抗性 を示すC4Wの 造血細胞
は,F-SU/GFP結合能 を示 さず,動 物個体 において も干渉が ウイルスの受容体への結合段階で起 こって
いるこ とが示唆 された。一方AKRマ ウスは,内 在性Eco-MuLV(AKV)のEnvを発現 しているが外来性
MuLVの感 染 に対 して感受性 を示す ことが知 られている。Eco-MuLVに対 して感受性であるに も関わ らず,
AKRマ ウスの造血細胞 もC4Wマ ウス と同様,F-SU/GFP結合能 を示 さなか った。 この ぶうなウイル ス
感受性 と可溶性SU結 合能の不 一致 は,培 養細胞 を用いた解析 で も観察 されてお り,今 後 の重要 な研究課
題である。
ウシ白血病 ウイル ス受容体 に関 する解析
MuLVと比較 してBLVに 関する研究 は大 きく遅れている。本章で はMuLVに 関す る知見 をもとに,家
畜衛生分野で大 きな問題 となってい るBLVに つ・いて解析 を試み た。MuLVに おいては,ウ イルス感受性
はSUと 受容体 との結合 によって一義的に決 まる ものではない ことが示唆 された。そこで,BLV感 染に対
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す る細胞 の感受性が何 によって決定 され るのか を調べ るため,BLV受 容体(BLVreceptor:BLVR)に着
目 した。BLVRは,1993年にBLVのEnvと 結合す る分子 としてそのcDNAが クローニ ングされたが,生
理的機能 は不 明であ り,ま たBLVの 宿主域 との関係 も調べ られていない。本研 究では個体 レベルでBLV
感染 に抵抗性 を示すマ ウスのBLVR相 同遺伝子 をクローニ ングす る と共 に,ウ シのBLW～ 相 同遺伝子 を
新た にクローニ ング し,そ の構造 お よび局在 を解析 した。
は じめ にマ ウスBLVR遺 伝子 の クローニ ングを行 った ところ、マ ウスBLVR遺 伝子 か ら予想 されるタ
ンパ ク質 は,報 告 されている ウシBLVRタ ンパ ク質 と異 な り,細 胞膜 貫通領域 お よび細 胞内領域 に相 当
す る部分 を含 まなか った。更 にマ ウスBLVRは,ヒ トアダプ ター様 タ ンパ ク質複合体(adaptor-related
proteincomplex:AP)一3δサブユ ニ ッ トと非常 に高い相同性 を示 していた。AP-3は細胞 内小胞 に局在す る
タンパ ク質複合体で,細 胞 内 タンパ ク質輸送 に関与す る と考 えられている。
報告 されているウシIB五VR遺伝子 もAP-3δサブユ ニ ッ ト遺伝子 と高 い相 同性 を持 っていたが,予 想 さ
れる タンパ ク質構造が大 きく異 なることか ら,次 にウシのBLV:R相同遺伝子 を新 たにクローニ ング した。
新 たに クローニ ングされた ウシBLVR相 同遺伝子 は,マ ウスBLVR遺 伝子,ヒ トAP-3δサブユ ニ ッ ト遺
伝子 と同様,細 胞膜貫通領域 お よび細胞 内領域 に相 当する部分 を含 まず,ま た コー ドするタ ンパ ク質 は主
に細胞 質 に局在 してい た。細胞 表面 に局在 しない ウイルス受容体 は存 在 しない ことか ら,こ の分子 は
BLVに対す る受容体 としては機 能 していない と思 われる。報告 されているウシBLVR遺 伝子 は,3'末端
側 に多 くの挿入や欠失が存在 してお り,そ れ らによって引 き起 こされた フレーム シフ トによって,終 止 コ
ドンが ア ミノ酸 に読み替え られているこ とが予想 されるが,実 際 に細胞で この遺伝子 が機能 している可能
性 は低 い と考 え られ る。一方今 までの報告か ら,こ の分子 は細胞 のBLV感 受性 に何 らかの関与 を してい
る と考 え られ,BLVに ついては,新 たな受容体 の探索 と共 にウイルス感受性が細 胞内因子 によって決 定
され る可能性 も追求 してい く必要がある。
ウイルスの感染 ・増殖 メカニズムには,レ トロウイルス全般 に共通す るもの と個 々のウイルス に特異的
な ものが あ り,MuLVの 解析か ら得 られた結果 をそのまますべてBLVに 応用で きる もので はない。 しか
し,本 研 究で観察 された内在性 ウイルスを持つ動物個体 での干渉 は,BLVの 理VV遺伝子導入 によるウイ
ルス抵抗性家畜の作 出な ど,家 畜衛生分野への応用 が期待 される。そ してその際 には,Env一受容体相互作
用以外 の因子 も考慮 に入れ る必要が示唆 された。BLVに 関 しては,ア ダプ ター分子 もそ の1つ である と
考 えられ る。 伽
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審 査 結 果 の 要 旨
レ トロウイルスの多 くは癌や様々 な病態 を誘起す る。 この レ トロウイルスの感染 ・増殖 には多 くの要 因
が関与 してい るが,本 研究 では感染の第1ス テ ップに関与す るウイルスのエ ンベ ロー プタンパ ク質 とその
受容体 に着 目して解析 を行 った。
本論文では まず初 めに,解 析 が比較 的進 んでいるマウス 白血病 ウイルス(murineleukemiavirus,MuLV)
のエ ンベ ロー プタンパ ク質 とその受容体であ る,mCAT-1(mu血ecationicaminoacidtransporter)について
解析 を行 った。レ トロウイルスのエ ンベ ロー プタンパ ク質 は,表 面糖 タンパ ク質(su㎡aceglycoprotein,SU)
と膜貫通 タンパ ク質(transmembraneprotein,TM)から成 ってお り,SUは 受容体へ の結合 に,TMは ウイ
ルス と細胞 との膜融合 に関与す ることが知 られてい る。 このSUの 受容体への結合 を培養細胞 を用 いた実
験系で調べ,SUが 受容体 に結合 した後 に構造 変化 を起 こす ことを見 いだ した。 これ までに,pH依 存 的に.
細胞 に侵入する ウイルスで はSUの 構 造変化 は報告 されてお らず,こ れは初め ての発見 である。 また,エ
ンベ ロー フ.タンパ ク質受容体 、mCAT-1のマ ウスの種々の臓 器 ・組織 にお ける発現 を解析 し,胸 腺,脾 臓
骨髄由来の どの細胞群 に もこの受容体 は発現 してお り,と りわけ赤芽球 のマーカーであるTER119陽性骨
髄細胞で発現 が高 い ことを明 らか に した。 しか し,実 際 に病態 に関連す るのは,受 容体の発現量 がそれほ
ど高 くない細胞 であ るこ とか ら,受 容体 の発現量 と病 態 とは一致 しない ことが示 唆 され た。 さ らに,SU
の結合能 とウイルス に対す る感受性 を,培 養細 胞及び個体 で調べ,SUの 統合が ほ とん ど認 め られない一
部の細 胞株 やマ ウスの系統が,ウ イルス に感受性で あった ことか ら,ウ イルス のエ ンベ ロー プタンパ ク質
の受容体へ の結合以外の要因 も,ウ イルスの感染 ・増殖 に大 きな影響 を与 えることが示唆 された。
次 に家畜衛生分野 で大 きな問題 になっているウシ白血病 ウイルスの受容体 に関す る解析 を行 った。 この
受容体 の遺伝子 はす でに報告 されて.いたので,マ ウスの相 同タンパ ク質の遺伝子 をクローニ ングし,さ ら
にその遺伝子座 を決定 した。 クローニ ングした遺伝子 の塩基配列か らア ミノ酸配列 を調べた ところ,こ の
タ ンパ ク質は膜結合 タンパ ク質で はな く,細 胞 内 タンパ ク質輸送 に関与 するア ダプタータンパ ク質の一種
であることが明 らか になった。本研 究 によ り,報 告 されていたウシ白血病 ウイルスの受容体 といわれてい
るタンパ ク質は クローニングの過程 で何 らかの間違 いに より生 じたものであるこ とが明 らか にな り,また,
アダプター タンパ ク質がウイルスの増殖過程 に重要 な役割 をす る可能性 が示唆 された。以上の ように本研
究は レトロウイルスのエ ンベロープタンパ ク質とその受容体 に関す る重要な知見 を与えるものである。
よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論 文 として合格 と認 める。
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